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Mikroskopowa identyfikacja biatek zaangazowanych w naprawe DNA w regionach powtorzen CAG

Sekwencje powtdrzone, wystepujgce bardzo powszechnie w ludzkim genomie, charakteryzujg sie
niestabilnoscig liczby powtdrzen, ktéra w pewnych przypadkach moze by¢ przyczyng chordb
genetycznych. Jednym z przyktaddw sg powtdrzenia CAG, ktdrych ekspansja odpowiada za wywofanie
wielu choréb neurodegeneracyjnych, zwanych chorobami poliglutaminowymi (poliQ), takich jak
choroba Huntingtona czy ataksje rdzeniowo-modzdzkowe. llos¢ powtdrzen CAG w przypadku tych
choréb jest dodatnio skorelowana z wczesniejszym czasem ujawnienia sie choroby oraz ostroscig jej
przebiegu. Celem nowoczesnych terapii tych chordb jest obnizenie ekspresji chorobotwérczego genu,
lub ostatnio proby wycinania ciggu powtérzen lub jego skracania. Postep w dziedzinie biologii
molekularnej i inzynierii genetycznej pozwolit na precyzyjne edytowanie wybranego fragmentu
genomu w celach terapeutycznych. Technologia CRISPR-Cas9 stanowi obecnie najbardziej
wszechstronne narzedzie do edycji genomu, ktére moze by¢ wykorzystane do skracania powtdrzen
CAG. W naszych badaniach skrociliémy cigg powtérzen CAG w genie HTT indukujgc dwuniciowe
pekniecie DNA (ang. double-strand breaks, DSB) w regionie wystepowania powtdrzen, przy uzyciu
nukleazy Cas9. Jedng z hipotez wyjasniajgcg powstawanie owych skrécen jest udziat Sciezek naprawy
DNA wykorzystujgcych regiony mikrohomologiczne do tgczenia koncéw przecietego DNA:
microhomology-mediated end joining/ alternative end joining (MMEJ/alt-EJ) lub single strand
annealing (SSA) angazujgce rdine biatka naprawcze. Hipoteza ta zostata uprawdopodobniona
wynikami naszych ostatnich badan, jednakze do rozstrzygniecia pozostaje zaleznos¢ obieranej Sciezki
naprawczej od doktadnego miejsca i rodzaju wprowadzonego dwuniciowego pekniecia DNA. Kolejnym
ciekawym zagadnieniem jest skracanie ciggu powtdrzern CAG w efekcie uzycia D10A nikazy (Cas9n),
ktéra wprowadza jednoniciowe pekniecie DNA (ang. single-strand break, SSB).

Ten projekt ma na celu w sposéb bezposredni, wykorzystujac metody mikroskopii, okresli¢ ktory
mechanizm jest zaangazowany w naprawe DSB/SSB w regionach powtdrzern CAG i ktory jest
odpowiedzialny za skracanie tego typu ciggéw powtorzen. Odkrycie jakie biatka uczestniczg w tym
procesie, stworzytoby mozliwosci rozwoju przysztej terapii choréb poliQ.

W projekcie wykorzystana zostanie nowoczesna technologia edycji genoméw CRISPR-Cas9 w dwdch
aspektach: po pierwsze do indukcji dwuniciowego/jednoniciowego pekniecia DNA w obrebie ciggu
CAG, a takze do wizualizacji sekwencji flankujgcych edytowany region. Do drugiego celu zostanie
wykorzystane pozbawione aktywnosci nukleazowej biatko dCas9 oraz system MS2-MCP. Badane
biatka beda wizualizowane w miejscu naprawy DNA za pomocg metody immunofluorescencji, przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego. Eksperyment pozwoli na jednoznaczne okreslenie mechanizmu
skracania ciggu CAG w HTT po indukcji DSB/SSB.



